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⽬されており、その機構は DNA 配列の変化無しに DNA やヒストンへの化学修飾
を介して形質を変化させることを特徴とする（Cavalli and Heard, 2019）。CAS
（Chemical Abstracts Service）に登録されている化学物質は 1 億種類以上あり、そ



















ル化の検出には重亜硫酸処理が必要で（Li and Tollefsbol, 2011）、ヒストン修飾の











に、化学物質の DNA メチル化効果を検出できるかどうかを調べ、DNA 脱メチル
化活性を有することが知られている 5-アザシチジン（5-azaC）を⽤いて、化学物
質の DNA 脱メチル化活性の検出性を検討した（Okochi-Takada et al., 2018; 
















































第 1 節：構築する評価システムの決定 レポーターベクターの設計 
材料と⽅法 
化学物質の DNA メチル化への影響を簡便かつ確実に定量測定する細胞システ
ムを構築するために、Agouti-IAPと Daz1 promoter を標的プロモーターとして選
択した。Agouti-IAP は、マウスの⽑⾊の判別により DNA のメチル化程度を評価




その promoter の DNA メチル化が⾼レベルとなることが知られている（Yonatan 
Stelzer, Chikdu Shakti Shivalila, et al.,Cell 2015:Liu et al., 2016）。そこでこの２つ
のプロモーターの DNA メチル化度の差異を利⽤して、化学物質の DNA メチル化
亢進作⽤、すなわち低レベルのメチル化を亢進する作⽤を Agouti IAPを⽤いて検
出し、化学物質の DNA メチル化低下作⽤、すなわち⾼レベルのメチル化を低下さ





は、Snrpn プロモーターは上流のプロモーターの DNA メチル化状態に応じてメチ
ル化されるので、Agouti IAPまたは Daz1 promoter のメチル化状態に応じて Snrpn
プロモーターに DNA メチル化が付与され、その結果、Agouti-IAP または Daz1 
promoter に⽣じた DNA メチル化変化が、正確にルシフェラーゼ発現の変化とし






考え、両末端に、Core Insulator 及び、5ʼ、3ʼ-ITR (Inverted Terminal Repeat 









レポーターベクターを導⼊し、HEK293T -Agouti-d cell line および HEK293T -
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ターによる Luc2データを⽤いた標準化はやめ、細胞⽣存性データ(Cell Titer-Glo 
(Promega, Madison, WI, USA）)による標準化を採⽤することとした。これは、細
胞内の ATP 量を指標に⽤い、⽣存細胞数を反映するデータとして標準化する⽅法
である。  
以上より、Agouti-IAP, Daz1 promoter の２種類のプロモーターの下流にレポー
ター遺伝⼦として NanoLuc（Promega）を連結したレポーターベクターを構築し、
細胞⽣存性データを⽤いてルシフェラーゼ（NanoLuc）活性を標準化して、化学物
質の DNA メチル化への影響を測定する評価システムを作製することとした。 
 
第 2 節：陽性コントロール化学物質による評価システムの妥当性検討 
材料と⽅法 
細胞株作製と培養 
HEK293T（ヒト胎児腎臓由来細胞）細胞株は、D-MEM（High Glucose with L-
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グルタミン、フェノールレッド、ピルビン酸ナトリウムを添加した培地；FUJIFILM 
Wako Pure Chemical, Osaka, Japan）に 1% Penicillin-Streptomycin（Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA, USA）と 10% fetal bovine serum Qualified (Thermo Fisher 
Scientific)を添加した培地で培養した。トランスフェクション実施のために 10cm
















とが既知である物質の 5-azaC（Sigma-Aldrich Co.LLC.、St.Louis、MO）, 5-
azadC(Abcam, CB, UK)を選択した。また、DNA メチル化亢進作⽤を期待して、メ
チル化シトシンをヒドロキシル化する酵素 TET の活性を阻害する物質である 2-
HG (Cayman Chemical) を選択した。5-AzaC を 2mMの濃度で D -MEM培地に
溶解し、濃度を 0、0.08、0.16、0.31、0.63、1.25、2.5、5、10、20μMの⽤量で
D-MEM 培地で希釈し、3 ⽇間連続で HEK293T-Agouti-d 細胞株と HEK293T-
Daz1-d の細胞株に添加した。同様に 5-azadC では、４mMの濃度で D -MEM培
地に溶解し、濃度を 0、0.15、0.31、0.62、1.25、2.5、5、10、20、40μMの⽤量
で D-MEM 培地で希釈し、同様のスケジュールで添加した。2-HG においても、






KIT（Promega, Madison, WI, USA）を⽤いて測定した。ルシフェラーゼアッセイ
は、１つのサンプルから NanoLuc およびホタルの活性を⾼感度で測定できる、
Nano-Glo Dual Luciferase Reporter Assay System（Promega）を⽤いて実地し、
GloMax Discover System（Promega）を⽤いて測定した。HEK293T細胞株と Neuro-
2a 細胞を 、⽩⾊ 96 ウェ ルマイ ク ロ プ レ ー ト （Greiner Bio-One GmbH, 
Frickenhausen, Germany）に播種し（Neuro2a:1562cells/well, 293Tcells:3125/well）、










ス法はバイサルファイト処理を経た DNA から測定対象領域を PCRで増幅し、そ
の配列を発光法で測定し、DNA メチル化率として定量算出する解析法である。パ
イロシークエンシングのための細胞サンプルは以下のように調製した。HEK293T 
(Neuro-2a Agouti およびNeuro-2a Daz1細胞を 10cm プレート（0.3x10^6 cells/cm）
に播種し、6mLの細胞維持培地を 37℃、5％CO2 の条件下で⼀晩インキュベート
した。翌⽇、3⽇連続で各プレートに 1ml の化学物質を添加し、培養した。培養後、
DNA および RNA を精製し（All Prep DNA/RNA mini KIT; QIAGEN, Venlo, 
Netherlands）、精製した DNA の 1μgをバイサルファイト処理（Methyleasy Xceed 
kit, Human Genetic Signatures, Newtown, NSW, Australia）した。バイサルファイ
ト PCRは ⽚側ビオチン標識プライマー（表 1）を⽤いて増幅した。Agouti-IAP
プライマーにおいては、95℃ 15 分間の後、（94℃ 30秒間、56℃ 30 秒間 、72℃ 
30秒間 ）x 45サイクル⾏い、72℃ 10 分間、4℃保持した。プライマーの配列は、
Agouti-IAP (forward: GGGGGATAAGGGGAAAAGGT; reverseBio: 
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ATACAAAAATCTCTATCCCTCTAACC) を⽤いた。Daz1 promoter プライマー
においては 94℃ ２分間の後、（98℃ 10 秒間、56℃ 30 秒間 、68℃ 30 秒間）
x45 サイクル⾏い、72℃ 10 分間、４℃保持した。プライマーの配列は、Daz1 











とが既知である物質として 5-azaC と 5-azadC を選択した。細胞は HEK293T細胞
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株を⽤いた。 
まず、5-azaC について、検討する濃度を 20uM から 0.08uM まで段階希釈（2
倍）し、そしてこの場合のデータの標準化は、ハウスキーピング遺伝⼦ PGKのプ
ロモーター制御下の Luc2 の活性データを⽤いて⾏った。その結果、293T-Agouti-
d cell line および 293T-Daz1-d cell line から期待していた濃度依存的な活性上昇を






レポーターの中の Agouti-IAPや Daz1 promoter の基本レベルのメチル化が相当程
度低くなり、化学物質によるそれ以上の DNA メチル低下を誘導出来ず、ルシフェ





同様、Neuro-2a 細胞株に Agouti-IAP、Daz1 promoter のレポーターを PiggyBac
トランスポサーゼシステムによって導⼊した。そして、陽性物質として、DNA 脱







果、Neuro-2a Agouti-d cell line および Neuro-2a Daz1-d cell line ともに、5-azaC 








もそも TETは特定のゲノム領域の DNA メチル化を脱メチル化状態に変化させる
ために⽤いられる酵素であり、Agouti-IAP や Daz1 promoter は TET が作⽤する
プロモーターではなかったものと考えられるとこの結果の説明がつく。現時点で 5-




の、化学物質の DNA 脱メチル化作⽤を検出することには成功したと判断した。 
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次に、5-azaC について検出出来たルシフェラーゼ活性の上昇について、それが
Agouti- IAP または Daz1 promoter の実際の DNA 脱メチル化を伴っているか、パ
イロシーケンス法を⽤いて検討した。Neuro-2a Agouti-d cell line および Neuro-2a 
Daz1-d cell line に対し、10uMの 5-azaC を 3⽇間処理し、ゲノム DNA を精製し、
バイサルファイト処理を経て、パイロシーケンスに供した。パイロシーケンスで測
定した CpG 部位は Agouti-IAP については(図 7.A)、Daz1 promoter については
(図 8.A)に⽰した（太字・下線のシトシンが測定対象）。その結果、Agouti-IAPに
ついて(図 7.B)のように 5-azaC処理により CpG1〜CpG5までが全て DNA メチル
化低下傾向にあることが分かった。20%前後から 5%前後の低下が⾒られた。CpG6
〜8 は若⼲増加する傾向にあるが、その理由は不明である。Daz1 promoter につい























に導⼊して作製した。HEK293T細胞から作製した 293T-Agouti-d cell line、293T-
Daz1-d cell line を⽤いてアッセイをおこなったところ、陽性物質としての 5-azaC
と 5-azadC のメチル化阻害作⽤が検出できなかった。その理由として、Agouti  
-IAPレポーターカセットや Daz1 promoter レポーターカセットが共に元々のメ
チル化レベルが低いオープンクロマチン領域に導⼊され、それ以上のメチル化レベ
ルの低下を誘導できなかったのが原因だと考えられた（オープンクロマチン優位仮
説）。その改善策として細胞を Neuro-2a に変更し、再度細胞株を作製した。Daz1 
promoter において HEK293T 細胞株と Neuro-2a 細胞株でメチル化レベルをパイ
ロシーケンス⽐較したところ（図 9）、Neuro-2a細胞株における DNA メチル化レ
ベルが 20%前後と⾼くなることがわかった。これオープンクロマチン優位仮説を
⽀持するデータである。 
新しく作製した Neuro-2a Agouti-d cell line、と Neuro-2a Daz1-d cell line で検
討した結果、5-azaC，5-azadC ともに DNA メチル化減少作⽤が検出できた。しか
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ているか検討するために、Agouti-IAP または Daz1 promoter の DNA 脱メチル化




以上から、本章では、Neuro-2a細胞に Agouti IAP, Daz1 promoter レポートカセ
ットを PiggyBac トランスポサーゼシステムで導⼊した細胞で、陽性物質 5-azaC

















































Agouti IAP ベクター(luc-Agouti-IAP, td-Agouti-IAP)と Daz1 promoter ベクター
（luc-Daz1,td-Daz1）の各 1μgにつき、CpGメチルトランスフェラーゼ（M.SssI: 
New England Biolabs Japan Inc., Tokyo, Japan）を 0, 0.5, 1, 2, 4U の濃度で添加し
30 分間処理し、65℃で 20 分間加熱して酵素を失活させた。その後、ベクターをカ
ラム（MinElute Reaction Cleanup Kit: QIAGEN）で精製し、Neuro-2a 細胞株に
PiggyBac トランスポサーゼシステムによってトランスフェクションした。 
メチラーゼ処理を⾏ったベクターを導⼊したNeuro-2a細胞株における標的プロ
モーターの DNA メチル化程度を測定するため、Neuro-2a Daz1-d 細胞株を ３x 




DNA および RNA を精製し（All Prep DNA/RNA mini KIT: QIAGEN, Venlo, 
Netherlands）、精製した DNA の 1μgをバイサルファイト処理（Methyleasy Xceed 
kit, Human Genetic Signatures, Newtown, NSW, Australia）した。その DNA をテ
ンプレートに⽤い、ビオチン標識プライマー（表 1）を⽤いて、Daz1 promoter の
パイロシーケンス対象領域を増幅した。PCR プログラムは、94℃ ２分間、（98℃ 
10秒間、56℃ 30秒間、68℃ 30秒間）x40サイクルの後、4℃保持、というもの
である。PCR においては⽚側がビオチン標識されたプライマーセット：Daz1 









メチラーゼ処理ベクター導⼊細胞と陽性コントロール 5-azaC を⽤いた感度評価 
メチラーゼ０, 0.5，１，２，４U処理ベクターを導⼊した Neuro-2a Daz1-d細
胞株を、⽩⾊ 96ウェルマイクロプレート（Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 
Germany）に 1562cells/well の細胞数で播種し、60μl の D-MEM培地で培養した。








Daz1 promoter レポーターベクターを様々な量（０, 0.5，１，２，４U）のメチ
ラーゼで前処理し、PiggyBac トランスポザーゼシステムを⽤いて Neuro-2a 細胞
に導⼊した。メチラーゼ処理の効果を確認するために、Daz1 promoter の CpG1, 
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CpG2 について、その DNA メチル化レベルをパイロシークエンシングにより決定
した。その結果、（図 10）に⽰すように、CpG1、CpG2 ともに DNA メチル化レベ
ルのメチラーゼ濃度依存的な上昇が観察された。そこで次に、事前メチラーゼ処理
による 5-azaC 活性検出感度の変化を調べるために、スケジュールに従って、細胞
を 5-azaC で処理し、ルシフェラーゼ活性を測定した。その結果、 0Uと 4Uのメ


























































2015 年に CAS（Chemical Abstracts Service）に登録されている化学物質は 1























ドキソルビシン（Sigma-Aldrich Co.LLC.、St.Louis、MO）は 1mMの濃度で D 
-MEM培地に溶解し、0、0.015、0.03、0.06、0.12、0.25、0.5、1、2、4μMの⽤
量になるよう D-MEM 培地で希釈し、3 ⽇間連続で Neuro-2a Agouti-d 細胞株と 
Neuro-2a Daz1-d の細胞株に添加した。同様にシスプラチン（USP Rock ville,USA）
は、5mM の濃度で D -MEM 培地に溶解し、0、0.39、0.78、1.56、3.12、6.25、
12.5、25、50、100μMの⽤量で D-MEM培地で希釈し、同様のスケジュールで添
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Neuro-2a Agouti-d の細胞株と Neuro-2a Daz1-d の細胞株を⽩⾊ 96 ウェルマ
イクロプレート（Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Germany）に播種し
（1562cells/well）、60μl の D-MEM培地で培養した。その後、プレートを 37℃、
５％CO２条件下、24時間インキュベートした。翌⽇（1⽇⽬）にドキソルビシン、
シスプラチン、BPA、パラベンの溶解液を培地で調製し、10μlずつ添加し、２⽇







Neuro-2a Agouti およびNeuro-2a Daz1細胞を 10cm プレート（0.3x10^6 cells/cm）
に播種し、6mLの細胞維持培地を 37℃、5％CO2 の条件下で⼀晩インキュベート
した。翌⽇、3⽇連続で各プレートに 1ml の化学物質を添加し、培養した。培養後、
DNA および RNA を精製し（All Prep DNA/RNA mini KIT; QIAGEN, Venlo, 
Netherlands）、精製した DNA の 1μgをバイサルファイト処理（Methyleasy Xceed 
kit, Human Genetic Signatures, Newtown, NSW, Australia）した。バイサルファイ
ト PCRは ⽚側ビオチン標識プライマー（表 1）を⽤いて増幅した。Agouti-IAP
プライマーにおいては、95℃ 15 分間の後、（94℃ 30秒間、56℃ 30 秒間 、72℃ 
30秒間 ）x 45サイクル⾏い、72℃ 10 分間、4℃保持した。プライマーの配列は、
Agouti-IAP (forward: GGGGGATAAGGGGAAAAGGT; reverse-Bio: 
ATACAAAAATCTCTATCCCTCTAACC) である。Daz1 promoter プライマーに
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おいては 94℃ ２分間の後、（98℃ 10秒間、56℃ 30秒間 、68℃ 30秒間）x45
サイクル⾏い、72℃ 10 分間、４℃保持した。プライマーの配列は、Daz1 promoter 
(forward-Bio: GTGTTTAGAGTTTTGTTAGGAAAGTAT; 2reverse: 
CGTCAATTACCAAACACCCTACAAC)である。得られた増幅物は 1%のアガロー
スゲルを⽤いて電気泳動し、⽬的の DNA 領域が増幅されていることを確認した。 
PCR 増幅産物をテンプレートとして⽤い、PyroMark Q24（QIAGEN）を⽤いて











討するため、ドキソルビシン 1μM について、Agouti-IAP のメチル化変化につい
てパイロシーケンス法を⽤いて測定した。その結果、ドキソルビシン 1μMの処理






































































主流になりつつある現状を踏まえ、まずは in vitro での細胞を⽤いた評価システム
の構築に注⼒した。そこで第⼆章では、化学物質の DNA メチル化影響を定量測定
可能なレポーターにより簡便に検出する細胞システムの構築を⾏なった。標的プロ
モーターとして Agouti-IAP、Daz1 promoter の 2 種類を⽤い、レポーターとして
ルシフェラーゼ(NanoLuc)、tdTomato を⽤いてレポーターベクターを構築し、
PiggyBac transposase system を⽤いて細胞のゲノムにレポーターを組み込ませる
ことで、レポーター細胞を作製した。Neuro-2a 細胞株を⽤いたレポーター細胞に
より 5-azaC の DNA 脱メチル化活性をルシフェラーゼ活性の変化として検出出来
ることを⽰し、本システムが培養細胞で実際に機能することを証明した。 
研究の当初、細胞株として HEK293T 細胞株を⽤いて検討したが、陽性物質 5-






































































































結果、抗がん剤について DNA メチル化影響が⽰唆された。 
本研究において構築した評価システムを、既存の化学物質 DNA メチル化影響検
出システムと⽐較すると（表 3）、本評価システムは検出感度の向上が課題ではあ















































図 1. Agouti-IAP と Daz1 promoter のレポーターベクターの設計図 
Agouti-IAP の配列は 157 塩基、Snrpn の配列は 284 塩基、Daz1 promoter の配列は









































（A） Agouti-IAP プロモーターユニット （B） Daz1 プロモーターユニットを示す。レポータ
ユニットを細胞ゲノムに組み込ませるために Piggy Bac トランスポゾンシステムを用いる。












Snrpn NanoLucCore insul PGKp Puror Core insul
loxP loxP 5’ITR
Agouti-IAP
Me Me Me Me Me MeMe3’ITR







図 3．PiggyBac トランスポサーゼシステム 
トランスフェクションしたトランスポサーゼ発現ベクターからトランズポサーゼが発現し、レ











































































Transposase 0.6712 3.43 5.11
td-Agouti IAP 1.0411 4.29 (4.12)





Transposase 0.6712 3.43 5.11
td-Daz1p 0.9675 4.29 (4.43)
luc-Daz1p 2.054 4.29 (2.09)
注）10cmディッシュで作製
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図 6. Neuro-2a 細胞株における Agouti-IAP と Daz1promoter の 5-azaC (A)と 5-azadC 












































































図 7. Agouti-IAP におけるパイロシーケンス解析の対象 CpG 部位（A）と Agouti-IAP プ









図 8. Daz1 promoter におけるパイロシーケンス解析の対象 CpG 部位（A）と Daz1 




        
図 9. Daz1 promoter における HEK293T 細胞株と Neuro-2a 細胞株のメチル化レベルの

























図 10. Daz1 promoter におけるメチラーゼ処理の結果。Neuro-2a 細胞株にトランスフェク
ション後パイロシーケンスにて CpG1,CpG2 のメチル化程度を検討した結果、CpG1,CpG2
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図 11. メチラーゼ処理を 0,4U を Daz1 promote ベクターを処理し、Neuro-2a 細胞株にト
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図 12. Neuro-2a 細胞株における Agouti IAP と Daz1promoter のドキソルビシン（A）とシ


















































































































図 13．Neuro-2a 細胞株に Agouti-IAP にトランスフェクションを行いドキソルビシン 1μM
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項目 本研究 Ushijima et al. Zhuqiang Zhang et al.










アッセイの汎用性 有 有 無
多様な細胞の使用 可能 難 難
細胞のクローン化 可能 必須 必須
感度 低（向上検討中） 高 中
メチル化亢進物質検出 可能 不可 不可
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